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はじめに
　プロポリスはミツバチが特定の樹木から集めた樹
液にミツバチ自体の分泌物を調合したものである。
プロポリスには 200種類以上の化合物が含まれて
おり、主なものとしてはフラボノイド類やポリフェ
ノールそれにカフェ酸である１）。カフェ酸は神経細
胞死を抑制し、脳の損傷形成を予防する効果がある
ことが報告されている２、３、４）。アルテピリン Cは、
プロポリスから抽出されたポリフェノールの１種で
あり、その分子量は 300.40である。アルテピリン
Cは抗菌作用の他にヒトのがん細胞にアポトーシス
を誘導することによって抗がん剤としても作用する
ことが示されている５、６）。今回我々は、アルテピ
リン Cの抗がん作用のメカニズムを調べるために
PC12細胞を用いて分析を試みた。
　PC12細胞は 1975年にアメリカのグリーンによっ
てラット副腎髄質褐色細胞腫から単離された細胞
であり、神経成長因子である NGFの投与によって
MAPキナーゼが活性化し、神経細胞に分化する７）。
我々はこの PC12細胞から異なった形質を示す新し
い PC12変異細胞である PC12m3細胞を樹立した８）。
この PC12m3細胞は NGF刺激によって正常な持続
した MAPキナーゼ活性を示すにもかかわらず神
経突起の形成がわずかにしか起こらない。しかし、
薬剤高感受性 PC12 変異細胞内を用いた
抗がん剤作用機序の解析
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要 　　約
　プロポリスの成分の１つであるアルテピリン Cは、ヒトのがん細胞に対してアポトーシスを引き起こ
すことによって抗癌剤として作用することが報告されている。我々は細胞のアポトーシスと分化に働く
アルテピリン Cの作用を PC12m3変異細胞を用いて調べた。PC12m3細胞にアルテピリン Cを 20μM作
用させたところ、アルテピリン Cはアポトーシスを起こさないで神経分化を誘導することが観察された。
アルテピリン Cによる PC12m3細胞の神経分化は、ERKの特異的阻害剤である U0126と p38 MAPKの
特異的阻害剤であるSB203580によって阻害された。興味のあることにはPC12m3細胞では、U0126によっ
て ERKの働きを阻害するとアルテピリン Cによる p38 MAPKのリン酸化が阻止された。これらの見解
から PC12m3細胞では、アルテピリン Cは ERK経路を介して p38 MAPK経路を活性化することで神経
分化を誘導するということが示唆された。
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PC12m3細胞に NGFと同時にカルシウムイオノホ
ア８）や免疫抑制剤 FK506９）などの薬剤を投与する
か、あるいは熱ショック 10）、高浸透圧 11）および電
磁波刺激 12）を与えると高い神経突起の形成が見ら
れた。
　今回我々は、抗癌剤として作用することが報告さ
れているアルテピリン Cを PC12m3変異細胞に作
用させたところ、アルテピリン Cはアポトーシス
を起こさないで神経分化を誘導することが観察され
た。そこで本研究ではアルテピリン Cの作用の分
子メカニズムの解析を試みた。
方　　法
1.　細胞と培養
　実験に使用した PC12細胞は、グリーンらによっ
てラット副腎髄質褐色細胞腫から単離された神経
分化能を有する細胞である７）。この細胞は、米国
Rockville, MEの American type culture collection より
購入した。
　細胞は、10％ウマ血清と５％牛胎児血清それ
に 80μg/mlのカナマイシンを含む高グルコース型
DME培地を用いて継代し維持した。細胞の培養は、
炭酸ガス培養器を用い、５％ CO2で 37℃で行い、
培地交換は 3日おきに行った。継代は、細胞が培
養シャーレ一杯になるとピペッテングし、１～３×
104 cells/cm2で新しいシャーレに蒔きなおすという
方法により行った。細胞は常時マイコプラズマ感染
の有無を Hoechst 33258で染色して調べ、感染のな
いことを確認して実験を行った。　
２．細胞へのアルテピリンCの投与
　アルテピリン Cは水に溶解しニトロセルロース
フィルター（ポアサイズ２μm）で濾過することに
よって作製したものである。アルテピリン C処理
を施した細胞は７日間培養後神経突起形成を測定し
た９）。
３．p38 MAPキナーゼとERKの検出
　活性化した p38 MAPキナーゼと ERKの検出は免
疫ブロット方によって行った 13）。方法は、PC12m3
の細胞 100万個を 25 cm2のフラスコに蒔き、５日
間培養後無血清下で高浸透圧処理または熱処理を行
い酵素活性の計測を行った。測定は細胞から全蛋白
質を抽出し 10％ポリアクリルアミドゲル電気泳動
で分画後ポリビニールメンブレンにブロットした。
ブロットした蛋白質はホスホ p38抗体またはホス
ホ ERK抗体を作用させてリン酸化した p38 MAPキ
ナーゼと活性化した ERKの検出を行った。
結　　果
１．アルテピリンCによる神経突起の形成
  PC12m3の細胞100万個を25 cm2のフラスコに蒔き、
Ａ Ｂ Ｃ
図１　アルテピリンCによる神経突起形成
神経突起形成変異細胞である PC12m3細胞に NGF 1μℓを添加したもの（A）、NGF 1μℓとプロポリスを 0.5μℓ/ml作用させてもの
（B）、NGF 1μℓとアルテピリン Cを 20μM作用させてもの（C）を１週間培養し位相差顕微鏡で写真撮影を行った（×200）。
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精製された NGF１μℓとプロポリス（0.5μℓ/ml）
あるいはアルテピリン Cを 20μm作用させて１週
間培養したところ、PC12m32細胞において、NGF
のみを与えた対象に比べ非常に高い神経突起の形成
図２　アルテピリンCによる神経突起形成率
神経突起形成変異細胞である PC12m3細胞に NGF 1μℓとプロポ
リスあるいはアルテピリン Cを添加し１週間培養後、位相差顕微
鏡で写真撮影を行い、おのおの 200個の細胞について神経突起数
を計測した。
図３　アルテピリンCによるERKと p38 MAPKの活性化
神経突起形成変異細胞である PC12m3細胞に無血清下で NGF（30 ng/ml）あるいはアルテピリン C（20μM）処理を 30分行い、免
疫ブロット法により ERKと p38 MAPKの検出を行った。
（神経分化）が観察された（図１）。PC12m3細胞
におけるアルテピリン Cによる神経突起の形成は
NGFを与えた PC12親細胞には及ばないが非常に高
い誘導率であった（図２）。またアルテピリン Cに
よる神経突起形成は p38 MAPキナーゼ阻害剤であ
る SB203580と ERK特異的阻害剤である U0126に
よって大きく抑制された 14）。
２．アルテピリン Cによる ERK と p38 MAPK の
活性化
　NGFによる ERKの活性化は PC12細胞の神経分
化に重要な役割をもっているが p38 MAPキナーゼ
はどうであろうか。
　PC12m3の細胞 100万個を 25 cm2のフラスコに蒔
き、５日間培養後無血清下でアルテピリン C 20μM
を 30分作用させたところアルテピリン Cによって
高い p38 MAPキナーゼの活性が見られた（図３）。
神経突起形成変異細胞である PC12m3細胞のアル
テピリン Cによる p38 MAPKの活性は、ERKの特
異的阻害剤である U0126を 15μM添加することに
よって完全に失われた（図３）。この結果は、アル
テピリン Cによる PC12m3細胞の神経分化は ERK
経路を介した p38 MAPKの活性化によって引き起
こされることを示唆している（図４）。
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討　　論
　アルテピリン Cは大腸菌など多くの種類の細菌
に対して強い毒性を示す。またいくつかの研究によ
ると、アルテピリン Cは抗菌作用のみならず、い
ろいろながん細胞に対しても強い毒性を示すことが
解った。木元らはアルテピリン Cが DNA合成を阻
害してがん細胞にアポトーシスを引き起こすことを
発見した５）。アルテピリン Cはマウスやヒトのがん
細胞に対して 66μMで 50％の DNA合成阻害を示
し、300μMでは 100%の DNA合成阻害とアポトー
シスを誘導する。我々は PC12m3細胞にアルテピリ
ン Cを 20μM作用させたところ、アルテピリン C
はアポトーシスを起こさないで神経分化を誘導する
ことを観察した。しかし PC12m3細胞にアルテピリ
ン Cを 100μM作用させるとアポトーシスが誘導
される。今回はアルテピリン Cによる神経分化誘
導の作用機序を解明するために細胞内シグナル伝達
系について分析を試みた。
　細胞内シグナル伝達系は、ほ乳類の細胞において
主として３種類のMAPキナーゼ経路が働いている。
１つ目は、細胞外シグナル伝達調節リン酸化酵素
（ERK）を活性化する経路であり、２つ目は、Jun
転写因子リン酸化酵素（JNK）を活性化する経路
であり、３つ目が p38 MAPキナーゼ（p38 MAPK）
を活性化する経路である 15、16）。その内 ERK経路は
主に成長因子によって活性化されるのに比べ、JNK 
と p38 MAPK経路は炎症性サイトカインやストレ
スによって活性化される。
　ERKはその働きは解明されているが、JNKと
p38 MAPKはその機能は不明な点が多かった。しか
し遺伝的解析の結果、JNKは主としてアポトーシ
スに働くことが解ってきた。また p38 MAPKはア
ポトーシスに働くという報告と細胞分化に働くとい
う報告がありまだ研究段階にある。アルテピリン C
による PC12m3細胞の神経分化は、ERKの特異的
阻害剤である U0126と p38 MAPK特異的阻害剤で
ある SB203580によって阻害された。興味のあるこ
とには PC12m3細胞では、U0126によって ERKの
働きを阻害するとアルテピリン Cによる p38 MAPK
のリン酸化が阻止された。しかし、アルテピリン
C自体は PC12m3細胞の ERKを活性化しないが
p38 MAPKを活性化し、アルテピリン Cによる p38 
MAPKの活性は PC12m3細胞の神経分化には必須
である。
図４　アルテピリンCの神経分化誘導に働く細胞内シグナル伝達経路
神経突起形成変異細胞である PC12m3細胞の p38 MAPK経路は PC12親細胞の神経分化に働く ERK経路とは異なった新規の経路で
ある。PC12m3細胞では NGFによる ERKの活性は神経分化に働かないが、アルテピリン Cによる ERK経路を介した p38 MAPKの
活性が神経分化に働く。
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　これらの見解から PC12m3細胞では、アルテピ
リン Cは ERK経路を介して p38 MAPK経路を活性
化するという全く新しいシグナル伝達経路を使って
神経分化を誘導するということが判明した（図４）。
アルテピリン Cによる神経分化はがん細胞の増殖
抑制に働くことで抗がん剤として作用すると考えら
れ、またアルテピリン Cによるアポトーシスの誘
導はがん細胞を破壊することによって抗がん剤とし
て働くがアポトーシス誘導の作用メカニズムの解明
は今後の課題である。
Abstract
It has been reported that artepillin C, a component of 
propolis, exhibits antitumor activity by induction of 
apoptosis in human tumor cell lines. We examined the 
effects of artepillin C on apoptosis and differentiation 
of  ce l l s  us ing  th i s  PC12m3  mutan t  ce l l  l ine .  
When cultures of PC12m3 cells were treated with 
artepillin C at a concentration of 20μM, neuronal 
differentiation of PC12m3 cells was observed without 
induction of apoptosis. Artepillin C induced-neuronal 
differentiation of PC12m3 cells was inhibited by the 
ERK inhibitor U0126 and by the p38 MAPK inhibitor 
SB203580. Interestingly, inhibition of ERK by U0126 
completely prevented artepillin C induced-p38 MAPK 
phosphorylation of PC12m3 cells. These findings suggest 
that artepillin C-induced activation of p38 MAPK through 
the ERK signaling pathway is responsible for the neurite 
outgrowth of PC12m3 cells.
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